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Mikrodialyysimenetelmällä  voidaan kerätä pienimolekyylisiä aineita ekstrasellulaa-
ritilasta.  Sitä voidaan käyttää paikallisesti lähes kaikissa kudoksissa, mukaan lukien 
veri. Keräystä voidaan jatkaa jatkuvana useiden tuntien, jopa päivien ajan. Kapillaa-
rin asettaminen aiheuttaa vain yhden paikallisen kudosvaurion keräyspaikkaa kohden. 
Sillä voidaan paitsi kerätä, myös annostella kudosvälitilaan endo- tai eksogeenisia 
aineita. 
 
Monimutkaista elektroniikkaa tai entsyymejä ei tarvitse implantoida kudokseen. 
Kapillaarin dialyysikalvo estää suuria molekyylejä siirtymästä dialysaattiin, joten se 
suojaa aineita niitä hajottavilta entsyymeiltä, esipuhdistaa näytteet ja siirtää ne ulos 
elimistöstä analyysejä varten. Lisäksi se muodostaa esteen elimistön ja näytteen vä-
lille bakteereita ja viruksia vastaan. 
 
Menetelmän hyödyt painottuvat pitkäaikaiseen seurantaan, sillä varsin pitkä kalib-
rointivaihe rajoittaa sen käyttöä lyhytkestoisissa tutkimusjärjestelyissä. 
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Microdialysis samples substances of small molecular weight from the extracellular 
fluid. It can be used locally in almost every organ, including the veins and arteries. It 
is possible to collect and fractionate samples continuously for several hours, even 
days. During the application of the microdialysis capillary the tissue needs to be 
penetrated only once. In addition to sample collection, the method can be used to 
administer endogenous or exogenous substances in the tissue. There is no need to 
implant complex electronics or enzymes into the organ or tissue.  
Depending on the cut-off limit of the semipermeable membrane the capillary prevents 
large molecules, e.g. enzymes from diffusing into the dialysate thus protecting certain 
substances from degradation. Samples are purified from large molecules e.g. proteins 
and they are continuously carried out of the organ and the body hence accessible to 
analytical methods or fraction collector.  
The membrane of the capillary acts as a sterility barrier between the tissue and the 
perfusion fluid thus protecting the personnel from viruses and bacteria.  
Microdialysis is most useful in long-term recordings e.g. drug distribution studies or 
in sample collection in intensive care units since the stabilizing and calibration 
process takes quite a long time.  
In this thesis several studies using microdialysis as the collection method to access 
histamine release or liberation are reviewed. These studies include histamine release 
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in the gut during intestinal ischemia and hemorrhagic shock, in the brain after the 
administration of atipamezole and the rise of endogenous serotonin and in the skin 
after a burn, neuropeptide or capsaicin exposure.  
 




Tämän opinnäytetutkielman juuret juontavat viime vuosituhannelle, jolloin sain osal-
listua Kuopion yliopiston (nykyisin Itä-Suomen yliopisto) farmakologian laitoksen, 
Kuopion yliopistollisen sairaalan kirurgian klinikan ja tehohoidon yksikön yhteis-
projektiin, jossa selvitettiin suolistoiskemian vaikutuksia pitkäkestoisissa leikkauk-
sissa.  Projektia johtivat professorit Leena Tuomisto, Esko Alhava ja Jukka Takala.  
Parhaat kiitokseni heille, sekä työtovereilleni Jyrki Tenhuselle, Petri Juvoselle, Minna 
Merasto-Minkkiselle ja tutkielmani ohjaajalle Anne Lecklinille. 
 
Kiitokset farmakologian laitoksen henkilökunnalle, erityisesti erikoislaboratoriomes-
tari Hannele Jaatiselle, laboratoriovalmistelija Birgitta Hyväriselle ja välinehuoltaja 
Eila Hujaselle. 
 
Erityinen kiitos kotijoukoille, äidilleni Eila Kosuselle, tädilleni Maila Hasaselle ja 
Tatjana Huoviselle;  ilman teidän tukeanne, kannustustanne ja komenteluanne tämä 
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kDa kilodalton = tuhat atomimassayksikköä, eli 1,66053886 × 10
−24
 kg.    
Yksi dalton vastaa likimain vetyatomin massaa. 
SMA ylempi suolilievevaltimo, arteria mesenterica superior 
käsiteltävissä töissä sialla oikeammin etumainen suolilievevaltimo, 






Tutkimuspäivä alkamassa.  Minna Merasto-Minkkinen ja Jyrki Tenhunen operoivat 
sikaa valtakunnallisen koe-eläinkeskuksen leikkaussalissa. 
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1. Mikrodialyysi 
 
Mikrodialyysi on näytteenkeräysmenetelmä, jossa matkitaan kapillaariverisuonen 
toimintaa.  Menetelmää on käytetty kokeellisessa tutkimuksessa jo pitkään. 
J.M.Delgado työryhmineen julkaisi sen ensimmäisen kerran vuonna 1972. (1) 
 
Kudokseen tai elimeen asetetun ohuen dialyysiputken läpi johdetaan fysiologista 
nestettä. Molekyylit, jotka mahtuvat siirtymään dialyysiputken aukkojen läpi, siirty-
vät diffuusion ansiosta joko putken sisä- ja ulkopuolelle. Putken läpi virranneesta 
dialysaatista määritetyt ainepitoisuudet kuvastavat kudoksen ekstrasellulaaritilan 
konsentraatiota sinä ajanhetkenä, jolloin määritetty dialysaattifraktio oli dialyysikal-
von alueella. Toisaalta menetelmällä on myös mahdollista siirtää aineita kudokseen 





Dialyysikalvon sijainti ja toimintaperiaate 
kaksilumenisessa 
mikrodialyysikapillaarissa.  
Perfuusioneste ohjataan oikeasta 
liittimestä sisäputkea pitkin kapillaarin 
kärkeen, josta se virtaa ylöspäin 
sisemmän putken ja dialyysikalvon 
välistä.  Dialyysi tapahtuu vain 
dialyysikalvon alueella.  Neste poistuu 
vasemman liittimen kautta. (2)   
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Menetelmän etuna on näytteiden kerääminen nimenomaan kudoksen ekstrasellulaari-
tilasta. Keräys on mahdollista toteuttaa jatkuvana tuntien, jopa päivien ajan. Puoli-
läpäisevän kalvon ansiosta suuret molekyylit, kuten proteiinit eivät pääse perfusaat-
tiin, joten näytteiden esikäsittelytarve ennen analyysejä vähenee.  Toisaalta sama 






Kapillaarien perusrakenne on joko yksi- tai kaksilumeninen. (3) Kapillaarien perusra-








Kuva 3   
Kaksi erilaista mikrodialyysikapillaaria.  Vasemmalla kaksilumeninen ja 
oikealla yksilumeninen kapillaari.  (3) 










kapillaarista CMA 31 
kapillaari, jonka membraanin 
pituus on 10 mm, läpimitta 
0,26 mm ja cut-off -taso 55 
kDa. CMA Microdialysis 
AB, Ruotsi. 
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1.1  In vitro recovery 
In vitro recovery voidaan määrittää upottamalla kapillaari nesteeseen, jossa on tun-
nettu pitoisuus tutkittavaa ainetta ja mittaamalla aineen pitoisuus dialysaatissa. 
Käytettäessä in vitro recovery –arvoa kudoksen ainepitoisuuden arviointiin jakamalla 
kudoksesta kerätyn dialysaatin ainepitoisuus in vitro -arvolla tulos aliarvioi aineen 
kudospitoisuutta, sillä in vivo recovery on pienempi kuin in vitro recovery. (3) 
 
 
1.2  In vivo recovery 
Rasvakudoksen mikrodialyysitutkimuksiin kehitetyssä tasapainotilamenetelmässä 
kudokseen sijoitettuun mikrodialyysikapillaariin johdetaan dialyysinestettä, johon 
lisätään eri pitoisuuksia tutkittavaa ainetta.  Aloituspitoisuus on huomattavasti alle 
kudoksen ekstrasellulaaritilan oletettu ainepitoisuus ja lopetuspitoisuus vastaavasti 
huomattavasti yli sen. Tutkittavan aineen suhteen laimeampaan dialyysinesteeseen 
siirtyy molekyylejä kapillaaria ympäröivästä kudoksesta ja vastaavasti aineen suhteen 
hypertoninen dialyysineste laimenee kapillaarin läpi kulkiessaan. Kapillaariin joh-
dettavan ja sieltä kerättävän nesteen ainepitoisuus on sama silloin, kun konsentraatio 
on sama kuin kudoksen ekstrasellulaaritilan ainepitoisuus. Siihen johdettavan ja sieltä 
kerättävän ainepitoisuuden muutoksen suhde on lineaarinen, ja se voidaan laskea yk-
sinkertaisesti regressioanalyysillä.(3) 
 
Aineen in vivo recoveryyn ekstrasellulaaritilasta vaikuttavat dialyysikapillaarin 
membraanin pinta-ala, geometria ja cut-off-taso, dialyysinesteen virtausnopeus sekä 
aineen diffuusionopeus ekstarasellulaarinesteessä (2,4). Tämän vuoksi mikrodialyysiä 
on käytetty pääasiassa suhteellisten konsentraatiomuutosten mittaukseen olettaen, että 
in vivo recovery säilyy vakiona kokeen ajan (5).  Tulosten absoluuttisia arvoja tulee 
tulkita varoen ja käyttää korjauskerrointa arvioitaessa aineen todellista pitoisuutta 
ekstrasellulaaritilassa (4). 
  12 
1.3  Kudosvaurio 
Mikrodialyysikapillaarin asettaminen kudokseen aiheuttaa paikallisen kudosvaurion, 
jonka voidaan olettaa vaikuttavan tuloksiin. Kapillaarin asettamisen jälkeen todettiin 
verenkierron lisääntyvän alueella; lisäksi toimenpide sai aikaan histamiinin vapautu-
mista.(6) Histologiset tutkimukset osoittivat, ettei pieniläpimittaisen kapillaarin 
asettaminen rotan aivoihin aiheuttanut merkittävää turvotusta tai verenvuotoa. (7) 
 
Kapillaaria asetettaessa mekaanisen käsittelyn aiheuttama runsas histamiinin vapau-
tuminen kudoksen mast–soluista voi olla merkittävä häiritsevä tekijä histamiinin va-
pautumista tutkittaessa. Kapillaarin asennuksen jälkeen tarvitaan riittävän pitkä sta-
biloitumisaika, jotta vapautuneet välittäjäaineet ehtivät poistua kudoksesta. Toisaalta 
mast–solujen ”uupuminen” kokeen varhaisessa vaiheessa voi estää myöhemmän, var-
sinaiseen tutkittavaan manipulaatioon liittyvän histamiinin vapautumisen esilletulon. 
(4) 
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1.4  Kineettiset tutkimukset 
Mikrodialyysi mahdollistaa jatkuvan näytteenkeruun kudoksen ekstrasellulaaritilasta.  
Kineettisen kokeen sensitiivisyys on riippuvainen dialyysinesteen virtausnopeudesta. 
Mikäli nopeus on hyvin hidas, esim. alle 1 µl/min, on vaikeaa havaita nopeita pitoi-
suusmuutoksia ekstrasellulaaritilassa. Suurta virtausnopeutta käytettäessä, esim. yli 
10 µl/min, on vaikeaa erottaa todellisia muutoksia kohinasta. (3) 
 
Menetelmällä voidaan tutkia joko endo- tai eksogeenisten aineiden pitoisuusmuutok-
sia systeemisten tai paikallisten manipulaatioiden jälkeen. Artikkelissaan Arner 
korostaa, ettei mikrodialyysi yksin sovellu aineiden kertymisen tai poistumisen 
tutkimiseen (rasva)kudoksessa, koska metabolian lisäksi niihin vaikuttaa myös 




1.5  Metaboliset tutkimukset 
Mikrodialyysimenetelmällä on mahdollista manipuloida kudosta paikallisesti, esim. 
lisäämällä välittäjäaineita tai substraatteja dialyysinesteeseen, josta ne siirtyvät 
kapillaaria ympäröivään kudokseen. Vastaavasti kudoksen ekstrasellulaaritilaan 
vapautuvat aineet on mahdollista kerätä ja analysoida dialysaatista ajan suhteen frak-
tioituina eli jaoteltuina eri näyteputkiin. 
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1.6 Kliiniset sovellukset 
 
Mikrodialyysimenetelmällä on mahdollista monitoroida esim. tehohoitopotilaiden 
glukoosi- tai laktaattitasoja tai muita pienimolekyylisiä aineita jatkuvasti ja pitkä-
kestoisesti. Kapillaari voidaan asettaa joko kudokseen tai verenkiertoon, ja sen 
aiheuttama paikallinen kudosvaurio on pieni käytettäessä läpimitaltaan pieniä antu-
reita. Kapillaarimembraanin oikealla cut-off–tason valinnalla näytteitä käsittelevä 
henkilöstö ei altistu bakteereille tai viruksille mikrodialyysinäytteitä määritettäessä.   
 
Menetelmällä on etunsa myös lääketutkimuksessa, erityisesti lääkeaineiden jakau-
tumis- ja kinetiikkatutkimuksissa. Näissäkin kokeissa on mahdollista kerätä näytteitä 
pitkäkestoisesti verenkierrosta ja eri kudoksista, joten lääkeaineiden imeytymistä, 
jakautumista ja poistumista elimistöstä voidaan seurata yhtäjaksoisesti.  Sijoittamalla 
kapillaari verisuonen sisään vältetään toistetut verisuonen läpäisyt verinäytteitä otet-
taessa. 
 
Menetelmällä on myös rajoituksensa: kutakin määritystä edeltävä varsin pitkä kalib-
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2. Histamiinin vapautuminen sian suoliston iskemia/reperfuusiovaurion 
aikana 
 
Kuopion yliopiston farmakologian laitoksen, Kuopion yliopistollisen sairaalan kirur-
gian klinikan, anestesiologian klinikan ja tehohoidon yksikön yhteisprojektissa 
sovellettiin Jyrki Tenhusen kehittämää mikrodialyysikapillaaria mm. histamiinin 
vapautumisen tutkimiseen sian suoliston iskemia/reperfuusiovaurion aikana. (8) 
 
23–30 kg:n painoiset porsaat nukutettiin tiopentaalilla.  Vatsa avattiin keskiviillolla ja 
ylemmän suolilievevaltimon (sialla arteria mesenterica cranialis, ihmisellä arteria 
mesenterica superior, SMA) ympärille asetettiin nauhamainen puristin sekä ultra-
äänitoiminen verenvirtausmittari.  Ohutsuoleen 80 cm Treitzin ligamentin distaali-
puolelle tehtiin viilto, josta ohjattiin suolen sisään tonometri. Tonometri täytettiin 
fysiologisella suolaliuoksella. Sillä seurattiin suolen sisäpinnan, mukoosan pH-tasoa 
(pHi) määrittämällä verikaasuanalysaattorilla samanaikaisesti tonometrista otettujen 
näytteiden ja valtimoverinäytteiden bikarbonaattipitoisuudet (pCO2). 
 
Joustava mikrodialyysikapillaari oli valmistettu farmakologian laitoksella. Puoliläpäi-
sevän kalvon pituus oli 2 cm, läpimitta 200 µm, cut-off-taso 60 000 D. Se liitettiin 
molemmista päistä teflon-putkiin, ja sen sisälle asetettiin 89 µm:n metallilanka, joka 
tuki kapillaaria, kun se sijoitettiin liikkuviin kudoksiin. Kapillaari pujotettiin neulan 
avulla ohutsuolen seinämään. Dialyysinesteenä käytettiin Ringer-infuusioliuosta 2 
µl/min virtausnopeudella.   
 
 











Toimenpiteitä seuranneen 90 minuutin stabiloitumisjakson jälkeen iskemiaryhmän 
porsaiden ylempi suolilievevaltimo suljettiin nauhapuristimella 90 minuutin ajaksi. 
Tätä seurasi 60 minuutin reperfuusiojakso. Vertailuryhmällä toimenpide toteutettiin 
muilta osin vastaavasti, mutta puristinta ei kiristetty. 
 
Mikrodialyysinäytteet kerättiin 15 min fraktioina polypropyleeniputkiin, joiden 
pohjalla oli 3 µl 20-prosenttista perkloorihappoa 5mM EDTA–liuoksessa. Histamiini 
määritettiin HPLC:lla Atsushi Yamatodanin kehittämällä, ioninvaihtokapillaariin, 
post column –derivatisaatioon ja fluoresenssidetektioon perustuvalla menetel-
mällä.(9) 
 
Kuva 5   
Sian suolistoiskemiatutkimuksissa käytetyn mikrodialyysikapillaarin rakenne. 
Molekyylien diffuusio dialysaatin ja kapillaaria ympäröivän kudoksen välillä 
tapahtuu nuolilla merkityn puoliläpäisevän kalvon alueella. (8) 
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SMA:n sulkeminen aiheutti suolistoiskemian, joka voitiin todeta ohutsuolen 
mukoosan pH-arvon (pHi) laskuna.  Valtimon verenkierron sulkemisen aikana iske-
miaryhmän mikrodialyysinesteen histamiinipitoisuuksissa ei tapahtunut merkittäviä 
muutoksia.  Sen sijaan merkittävät muutokset verrokkiryhmään nähden ilmenivät 
reperfuusiovaiheessa, kun verenkierto suoliston alueella oli palautumassa.  Verrokki-
ryhmän pHi-arvoissa ei tapahtunut merkittäviä muutoksia ja verrokkien dialysaatin 
histamiinipitoisuudet laskivat lievästi koko kokeen ajan, kuten varsin lyhytkestoisessa 




Kuva 6   
Sian suolistoiskemiakokeiden tulokset on esitetty muodossa keskiarvo ± SEM.   
a) Ohutsuolen mukoosan pH (pHi) iskemia ○  ja verrokkiryhmässä ●  ja  ylemmän 
suolilievevaltimon (SMA) verenvirtaus iskemia □ ja verrokkiryhmässä  ■.   
b) Ohutsuolen mukoosan mikrodialysaattipitoisuudet iskemia  □  ja 
verrokkiryhmässä  ■.  * p<0,05 ryhmien välillä. (8) 
  18 
Valtimo- ja porttilaskimoverinäytteiden histamiinipitoisuuksissa ei tullut esille tilas-
tollisesti merkitseviä eroja ryhmien välillä. 
 
Tällä tutkimuksella pystyttiin ensimmäistä kertaa osoittamaan histamiinin vapautu-
minen in vivo kudostasolla iskemia/reperfuusiovauriossa.  Aiemmin oli osoitettu 






Kuva  7    
Histologiset leikkeet esimerkkeinä seuraavasta koesarjasta, jossa 
mikrodialyysikapillaareja sijoitettiin ohutsuolen seinämän eri kerroksiin.  200 µm:n 
läpimittainen kapillaari on asetettu pinnallisemmin lähemmäksi mukoosaa 
vasemmalla ja syvemmälle, lähemmäksi lihaskerrosta oikealla.  Erottavana 
anatomisena rakenteena lamina muscularis mucosae. (8) 





Kuva 8  Yksilumenisen mikrodialyysikapillaarin asettaminen sian ohutsuoleen. 
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3. Histamiinin vapautuminen sian verenvuotoshokkimallissa 
 
Edmund Neugebauer työryhmineen käytti mikrodialyysiä pyrkiessään osoittamaan 
histamiinipitoisuuksien muutoksia sian ohutsuolessa verenvuotoshokin aikana.  Ohut-
suolta pidetään yhtenä keskeisistä shokkielimistä. Suolisto on erityisen herkkä iskee-
miselle vauriolle. Bakteerien ja toksiinien translokaatio, siirtyminen suolesta muualle 
elimistöön, voi olla primaarinen monielinvaurion syy tai se voi muuten sairaalla 
potilaalla johtaa uuteen systeemiseen tulehdusreaktioon (second hit) ja sitä kautta 
monielinvaurioon. Edellä kuvattuja Kuopiossa valmistettuja yksilumenisia kapillaa-
reja asetettiin terminaliseen ohutsuoleen kahteen suolenseinämän eri kerrokseen, 
submukoosa-, subseroosatilaan ja suolen sisälle intraluminaalitilaan. Lisäksi veri-
näytteistä määritettiin systeeminen histamiinipitoisuus. (10). 
 
Koejärjestelyllä oli mahdollista kerätä näytteitä samasta kapillaarista useita eri 
määrityksiä varten. Työryhmä yhdisti paikallisen laktaatin kertymisen ja histamiinin 
vapautumisen määritykset. Näin oli mahdollista monitoroida paikallisen hypoksian 
kehittymistä ja sen vaikutusta histamiinin vapautumiseen. (4). 
 
 




Kuva 9 ja 10 
Systeemiset ja paikalliset histamiinipitoisuudet stabiloitumisjaksosta verenvuo-
toshokkiin ja resuskitaatioon.   * p < 0,05.  (10) 
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Käytetyssä koejärjestelyssä histamiinin paikallista vapautumista verenvuotoshokissa 
sian ohutsuolesta ei pystytty osoittamaan. Systeemisen histamiinin pitoisuus suureni 
verenvuotoshokin kehittymisen aikana tilastollisesti merkittävästi ja palasi perus-
tasolle elvytyksen, resuskitaation jälkeen. 
 
Korkeimmat histamiinipitoisuudet ohutsuoleen sijoitetuista antureista mitattiin välit-
tömästi antureiden asettamisen jälkeen stabilointivaiheessa. Eräänä selityksenä 
havaitsematta jääneelle histamiinivasteelle Neugebauerin ryhmä esittää mekaanisen 
manipulaation aiheuttamaa mast-solujen tyhjentymistä ja suosittelee koejärjestelyihin 
pidempää stabilointiaikaa niiden toipumista varten. (10) 
 
Kuva 11 
Professori Neugebauerin tutkimusryhmä tutustumassa mikrodialyysitekniikkaan 
valtakunnallisessa koe-eläinkeskuksessa Kuopiossa.
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Voimakasvasteiset yksilöt histamiinitutkimuksissa 
 
Neugebauerin työryhmän vuonna 1996 julkaisemassa prospektiivisessa kliinisessä 
tutkimuksessa, jossa selvitettiin histamiinin vapautumista sepsispotilailla, käytettiin 
ilmaisua ”superresponder” niistä, joiden histamiinivasteet olivat toistetuissa näyt-
teissä muuta ryhmää huomattavasti suuremmat. (11) 
 
Kyseessä ei ole mikrodialyysimenetelmällä tehty tutkimus, vaan työ, jossa 20 sepsis-
potilaan toistetuista verinäytteistä määritettyjä histamiinipitoisuuksia verrattiin 20 
postoperatiivisen kirurgisen potilaan näytteisiin.  Kontrolliryhmä koostui potilaista, 
joilla oli henkeä uhkaamaton raajavamma eikä merkkejä infektioista. 
 
Tutkimuksessa kolmen potilaan plasman histamiinipitoisuudet olivat hyvin korkeat 
usean päivän ajan, joten Neugebauerin ryhmän mielestä kyseessä ei ollut mittaus-
artefakta. 
  











Plasman histamiinipitoisuudet 20 sepsispotilaan ryhmässä sekä 20 
postoperatiivisesta kirurgisesta potilaasta koostuvassa kontrolliryhmässä.  
Histamiinipitoisuudet määritettiin fluorometrisesti näytteistä, jotka oli kerätty 1–5 
postoperatiivisina päivinä. Kuvassa on esitetty yksittäiset ja ryhmän 
mediaaniarvot (toinen ja kolmas kvartiili). Tilastollinen vertailu ryhmien välillä 
vastaavina päivinä (** p < 0,01, * p < 0,05; Mann-Whitney).  * Kaksi arvoa eivät 
ole luotettavia näytteenottovirheen vuoksi. (11) 
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Vastaavaa yksilöllistä variaatiota sekä vapautuneen histamiinin pitoisuuksissa, että 
vapautumisen ajankohdassa on ollut havaittavissa myös koe-eläintöissä.  Koe-eläin-
töiden huomattavasti lyhyemmän keston vuoksi mahdollisesti useita päiviä jatkuva, 
muun ryhmän perustasoon verrattuna voimakkaampi histamiinin vapautuminen on 
jäänyt havaitsematta.  Suuri yksilöiden välinen tulosvariaatio pienessä koeryhmässä 
heikentää tutkimuksen tilastollista voimaa: Ryhmien välisten erojen osoittaminen on 
vaikeaa. Tilastollisesti heikkoja tuloksia on puolestaan vaikea saada julkaistuksi 
arvostetuissa lehdissä. 
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4. Histamiinin vapautuminen sian ihosta palovamman jälkeen 
 
Vuonna 2005 julkaistussa Papin työssä mikrodialyysitekniikkaa sovellettiin ensim-
mäistä kertaa palovamman jälkeisen histamiinin vapautumisen tutkimiseen.  (12) 
 
Mast-soluja tavataan laajalti ihon sidekudoksessa sekä ruoansulatuskanavan ja 
hengitysteiden limakalvoilla, erityisesti pienten verisuonten lähettyvillä. Terveellä 
iholla niitä on eniten pinnallisen dermiksen alueella. Palovamma aiheuttaa mast-
solujen degranulaation ja histamiinin vapautumisen niistä. 
 
Nukutettujen sikojen iholle aiheutettiin 100 ˚C:een lämmitettyä 40 x 40 x 25 mm 
pronssikappaletta 1, 3 tai 9 sekuntia ihoa vasten painamalla eri syvyisiä palovam-
moja.  Ihon lämmittämisen jälkeen vamma-alueen ihon sisään asetettiin mikro-
dialyysikapillaari.  Lisäksi yksi kontrollikapillaari asetettiin vatsan keskilinjaan 
vamma-alueiden väliin.  Virtausnopeudella 3,3 µl/min saavutettiin noin 35 %:n in 
vitro-recovery.  30 minuutin dialysaattifraktioita kerättiin 1, 2, 6, 12 ja 24 tunnin 
kuluttua palovammasta, ensimmäisen kerääminen alkoi siis 30 minuuttia palovam-
man jälkeen.  Kapillaareja ei asetettu ennen ihon lämmittämistä, koska epäiltiin läm-
mön voivan vaurioittaa niitä.  Samanaikaisesti kerättiin myös verinäytteet plasman 
histamiinipitoisuuden määritystä varten.  Histamiini määritettiin radioentsyymi-
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Kuva 21  
Sian vatsan iholle 1, 3 ja 9 sekuntia pronssikappaleella lämmittämällä aiheutetut  





  28 
Mikrodialysaatin histamiinipitoisuus korreloi hyvin palovamman syvyyteen 1 ja 2 
tunnin näytteissä.  9 sekunnin lämmitysajan histamiinipitoisuudet poikkesivat tilas-
tollisesti merkittävästi 1 ja 3 sekunnin vammoihin verrattuna.  Ero säilyi 6 tuntiin 
saakka, mutta 12 ja 24 tunnin näytteissä ei eroa enää ollut todettavissa.  Kaikissa 
palovamma-alueiden näytteissä havaittiin kuitenkin tilastollisesti merkittävä myöhäi-
sempi histamiinipitoisuuksien nousu 12 ja 24 tunnin välillä. Kokeen lopussa 
korkeimmat histamiinipitoisuudet olivat 1 ja 3 sekunnin vamma-alueilla ja matalim-
mat 9 sekunnin alueilla. 
 
Plasman histamiinipitoisuus suureni 2 tuntiin saakka palovammasta.  Tämän jälkeen 
se pieneni tasoittuen 12 tunnin kohdalla.  Mikrodialyysinäytteiden kaltaista myöhäi-
sempää histamiinipitoisuuden nousua plasmanäytteissä ei todettu.  
 
Aiempien aiheesta tehtyjen tutkimusten (14) (15) (16)  tapaan myös mikrodialyysi-
menetelmällä todettiin histamiinipitoisuuksien nousevan eniten syvissä palovam-
moissa lievempiin verrattuna. Mikäli pinnallisen dermiksen mast-solut olisivat ainoa 
histamiinin lähde, eroa ei pitäisi olla.  Papp työtovereineen toteaakin olevan mahdol-
lista, että histamiinia vapautuu syvissä palovammoissa myös dermiksen keski- ja 
syvien kerrosten mast-soluista.  Toisena selityksenä he esittävät verisuonten voimak-
kaampaa paikallista permeabiliteettihäiriötä syvissä palovammoissa. Tämän ansiosta 
histamiinia pääsee vuotamaan verenkierrosta kudokseen.  Verenkierron basofiiliset 
valkosolut voivat siten myös olla histamiinin lähteinä. 
 
Mikrodialyysinäytteissä havaittiin myöhäinen, 12 tunnin jälkeen alkanut hista-
miinipitoisuuksien nousu, jota ei todettu plasman histamiinipitoisuuksissa.  Papin ja 
työtovereiden mukaan tämä saattaa selittyä paikallisesti kehittyvällä, palovammaan 
liittyvällä tulehdusreaktiolla.  On myös mahdollista, että palovammasta selviytyneet 
mast-solut ovat vapautettuaan histamiinia kyenneet muodostamaan sitä lisää ja vapa-
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uttavat sitä muiden välittäjäaineiden, kuten anafylatoksiinin ja substanssi P:n vaiku-
tuksesta. 
 
Mikrodialyysikapillaarien suojaamiseksi lämmöltä ne asetettiin vasta palovamman 
jälkeen.  Tämän vuoksi vammaa edeltävien näytteiden kerääminen ei tässä tutkimuk-
sessa ollut mahdollista.  Kapillaarin asettamisen aiheuttaman histamiinin vapautumi-
sen on aiemmin todettu jatkuvan noin 40 minuuttia. (17)   Tämä ainakin osaltaan 
selittää työssä havaitun histamiinipitoisuuden nousun myös lämmittämättömillä kont-
rollialueilla.   
 
Verinäytteiden ansioista voitiin verrata paikallista histamiinin vapautumista plasman 
histamiinipitoisuuteen.  Koska kullekin sialle aiheutettiin sama määrä kunkin syvyisiä 
palovammoja, ei tässä työssä ollut mahdollista arvioida eriasteisten palovammojen 
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5. Histamiinin vapautuminen ihossa 
 
Mikrodialyysi soveltuu myös ihmisen ihon tulehdusreaktioiden tutkimiseen.  Työs-
sään Maria Huttunen (18) selvitti neuropeptidien, kuten substanssi P:n, vasoaktiivisen 
intestinaalisen peptidin ja kalsitoniinigeeniin liittyvän peptidin sekä kapsaisiinin 
vaikutusta histamiinin vapautumiseen ihon mast-soluista. 
 
Ihoon injektoitiin neuropeptidejä 10 µM:n ja kapsaisiinia 30 µM:n pitoisuuksina. 
Lisäksi ihoa altistettiin 0,1 % kapsaisiinivoiteella kosteassa hauteessa. Ihoon asetetun 
CMA 20 –kapillaarin läpi johdettiin ringerliuosta 3 µl/min virtausnopeudella ja 
dialysaattifraktiot kerättiin 15 min välein. Käytetyn kapillaarin läpimitta on 0,5 mm, 
membraanin pituus 10 mm ja cut-off-taso 20 kDa. In vitro –saanto 100 nM:n hista-
miiniliuokseen verrattuna oli 33 %.  Näytteiden histamiinipitoisuus määritettiin 




tiivisuus mitattiin nestetuikelaskimella. Menetelmän herkkyys oli 0,5–1,0 nM. (13) 
(19) 
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Mikrodialyysikapillaarin asettamisen ja tunnin stabioitumisajan jälkeen histamiini-
pitoisuuden perustaso dialysaatissa asettui tasoolle 4,5 +/- 4,5 nM . Neuropeptideistä 
substanssi P (250 pmol) sai aikaan histamiinin vapautumisen 66.1 +/- 52.5 nM joko 
0–15 tai 15–30 min fraktiossa.  Tämän jälkeen histamiinipitoisuus laski nopeasti.  
Tunnin kuluttua toistettu injektio sai aikaan vastaavan vasteen. Vasoaktiivinen 
intestinaalinen peptidi (100 ja 250 pmol) vapautti histamiinia ensimmäisellä injekti-
olla substanssi P:n tapaan, mutta toistetun injektion aiheuttama vaste oli pienempi.  
Kalsitoniinigeeniin liittyvä peptidi (250 pmol) ei vapauttanut havaittavia määriä 
histamiinia.  Myös kapsaisiini-injektion ja voiteen vaikutukset histamiinin vapautu-




Kaksilumeninen CMA 20-kapillaari, 
jonka membraanin pituus on 10 mm, 
läpimitta 0,5 mm ja cut-off-taso 20 kDa. 
CMA Microdialysis AB, Ruotsi 
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6. Histamiinin vapautuminen rotan hypotalamuksesta 
 
Kirsti Laitisen työt ovat esimerkkinä keskushermoston mikrodialyysitutkimuksista, 
jossa näytteen keräyksen lisäksi mikrodialyysikapillaaria käytettiin tutkittavan lääke-
aineen kuljettamiseen vaikutuskohtaansa. (20,21) 
 
Atipametsolia, selektiivistä α2-adrenoreseptoriantagonistia annettiin nukutetuille 
rotille systeemisesti ja paikallisesti, mediaaliseen hypotalamukseen sijoitetun mikro-











Rakennekuva koejärjestelyistä.  A = pumppuja ohjaava tietokone.  B = 
perfuusionestepumppu, jossa on mahdollista käyttää  kolmea eri 
perfuusionestettä. C = tietokoneen ohjaama valitsin  D = nukutettu rotta 
stereotaktisessa laitteessa.  Mikrodialyysikapillaari on kiinnitetty laitteeseen 
ja ohjattu rotan aivoihin.  E = näytteenkeräysyksikkö   G = lämpötilan 
ohjausyksikkö, joka pitää nukutetun rotan oikeassa lämpötilassa. (2) 








Paikallisesti perfusoitu atipametsoli lisäsi histamiinin vapautumista hypotalamuksesta 
annosvaikutteisesti. Sen sijaan systeemisesti 1 mg/kg annettu atipametsoli laski 
histamiinin vapautumista. Molemmat tulokset olivat tilastollisesti merkitseviä. 
 
Sekä systeeminen että paikallinen atipametsoli saivat aikaan noradrenaliini-
pitoisuuksien nousun noin kaksinkertaisiksi.  Selvitettäessä noradrergisten neuro-
neiden moduloivaa vaikutusta histamiinin vapautumiseen koe-eläinten noradrena-
liinisynteesi estettiin α-metyyli-p-tyrosiinilla. Tällöin systeemisesti annettu atipa-
metsoli ei laskenut, vaan päinvastoin hieman lisäsi histamiinin vapautumista. 
 
Kuva 14 
Kaksilumeninen CMA 12-kapillaari, jonka 
membraanin pituus on 2 mm ja halkaisija 
0,5mm.  CMA Microdialysis AB, Ruotsi. 
 











Kuva 15     
Paikallisen 25 ja 50 µM atipametsoliperfuusion vaikutus histamiinin 
vapautumiseen rotan mediaalisesta hypotalamuksesta.  Tulokset on esitetty 
prosentteina perustason vapautumisesta (keskiarvo ± SEM, n=4-6). * P<0,05 
perustasoon verrattuna. (21) 
 










Kuva 16       
1 ja 10 mg/kg s.c. atipametsoli- ja fysiologisen keittosuolainjektion 
vaikutus histamiinin vapautumiseen vapautumiseen rotan mediaalisesta 
hypotalamuksesta.  Tulokset on esitetty prosentteina perustason 
vapautumisesta (keskiarvo ± SEM, n=4-5). * P<0,05 perustasoon 
verrattuna. (21) 
 










Koe osoitti sekä systeemisen että paikallisen atipametsolin annostelun lisäävän norad-
renaliinin vapautumista rotan hypotalamuksesta; atipametsolin vaikutus histamiinin 






Kuva 17       
1 ja 10 mg/kg s.c. atipametsoli- ja fysiologisen keittosuolainjektion vaikutus 
histamiinin vapautumiseen vapautumiseen rotan mediaalisesta 
hypotalamuksesta α-metyyli-p-tyrosiinikäsittelyn jälkeen.  Tulokset on 
esitetty prosentteina perustason vapautumisesta (keskiarvo ± SEM, n=4-5). 
(21) 
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7. Serotoniinin vaikutus histamiinin vapautumiseen rotan hypotalamuksesta 
 
Toisessa työssään Kirsti Laitinen selvitti serotoniinin (5-HT) ja serotonergisten 
lääkeaineiden vaikutusta histamiinin vapautumiseen nukutettujen rottien hypo-
talamuksen etulohkon suprakiasmaattisesta nukleuksesta. (20) 
 
Myös tässä työssä käytettiin CMA/12–tyyppistä kaksilumenista kapillaaria, joka 
ohjattiin stereotaktisella laitteella hypotalamuksen etulohkon suprakiasmaattiseen 
tumakkeeseen.  Kokeen lopussa rotan aivot irrotettiin ja kapillaarin sijainti varmis-
tettiin histologisesti.  Dialysaattina käytettiin keinotekoista aivo-selkäydinnestettä 
(aCSF) 2 µl/min virtausnopeudella.  Huoneenlämpöisessä 10
-7
M:n histamiini-
liuoksessa määritetty in vitro –recovery oli 19±1 %.  Histamiinin vapautumisen 
perustaso määritettiin näytteistä, jotka kerättiin 90–120 minuutin aikana ennen lääki-
tystä. Histamiinin vapautumisen perustaso oli 109±11 fmol/30 minuutin fraktio ja 
serotoniinin 8,3±3 fmol/30 minuutin fraktio. 
 
Mikrodialyysikapillaarin kautta johdettiin tutkittavalle alueelle 10 tai 100 µM seroto-
niinia tai 10 µM deksfenfluramiinia 60 minuutin ajan. Metylsergidiä 10 mg/kg tai 
fysiologista suolaliuosta injektoitiin intraperitoneaalisesti 30 min ennen perfusointia 
10 µM:lla serotoniinilla.   
 
Tulokset ilmoitettiin suhteellisina muutoksina histamiinin vapautumisen perustasoon 
verrattuna. Paikallinen, mikrodialyysikapillaarin kautta hypotalamukseen johdettu 
serotoniini lisäsi histamiinin vapautumista 10 µM:n pitoisuutena 164 % ja 100 µM:n 
pitoisuutena 332 %.  Histamiinin vapautumisen huippu ajoittui 60 minuuttia seroto-
niiniperfuusion aloittamisen jälkeen.  30 minuuttia ennen perfuusiota vatsaonteloon 
injisoitu 5-HT antagonisti, metysergidi esti serotoniinin aiheuttamaa lisääntynyttä 
histamiinin vapautumista ja yksin annettuna laski merkitsevästi, 33 %:a perustasoon 
nähden histamiinin vapautumista 30 minuuttia injektion jälkeen. 





Kuva 18    
Paikallinen 60 min 10 ja 100µM 5-HT -perfuusio annosvasteisesti lisäsi 
histamiinin vapautumista rotan hypotalamuksen suprakiasmaattisesta 
tumakkeesta. 
Tulokset on esitetty prosentteina perustason vapautumisesta (keskiarvo ± 
SEM, n=6). ** P<0,01 ja * P<0,05 perustasoon verrattuna. (20)  










Paikallisesti hypotalamukseen 10 µM:n pitoisuutena perfusoitu serotoniinia vapaut-
tava ja sen takaisinottoa estävä deksfenfluramiini lisäsi lisäsi serotoniinin vapautu-
mista 1088 % ja histamiinin vapautumista 163 %.  
 
 
Kuva 19    
5-HT antagonisti metylsergidi (10 mg/kg i.p.) estää 10 µM 5-HT:n  
aiheuttamaa lisääntynyttä histamiinin vapautumista  rotan 
hypotalamuksen suprakiasmaattisesta tumakkeesta.  Injektio 
annettiin 30 min ennen 5-HT perfuusiota (60 min), n=4. (20) 









Kuva 20     
Paikallinen (60 min) 10 µM:n deksfenfluramiiniperfuusio lisäsi 
histamiinin (A) ja serotoniinin (B) vapautumista rotan hypotalamuksen 
suprakiasmaattisesta nukleuksesta. Tulokset on esitetty prosentteina 
perustason vapautumisesta (keskiarvo ± SEM). ** P<0,01 ja * P<0,05 
perustasoon verrattuna. (A) n=4, (B) n=3. {{19 Laitinen,K.S. 1995}} 
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Laitisen ja työtovereiden tutkimuksessa (20) voitiin ensimmäistä kertaa suoraan 
osoittaa 5-HT:n histamiinin vapautumista lisäävä vaikutus rotan hypotalamuksessa. 
5-HT antagonisti metysergidi vähensi histamiinin vapautumista 33% 30 minuutin 
injektion jälkeen. Lievempi, 10–15% lasku jatkui aina 120 minuuttiin eli kokeen lop-
puun saakka.  
 
Endogeenisen 5-HT:n vapautumisen vaikutusten selvittämiseksi hypotalamukseen 
johdettiin mikrodialyysikapillaarin kautta deksfenfluramiinia, jonka vaikutuksesta 5-
HT–pitoisuus neuronien synapsiraossa lisääntyi.  Deksfenfluramiini lisäsi 5-HT-
pitoisuuden dialysaatissa kymmenkertaiseksi. Myös histamiinin vapautuminen 
lisääntyi merkitsevästi; tätä deksfenfluramiinin vaikutusta ei ollut kuvattu aiemmin. 
Kyseessä oleva tutkimus ei antanut vastausta siihen, oliko kyseessä serotoniini-
pitoisuuden nousun välittämä vaste vai deksfenfluramiinin suora stimuloiva vaikutus 
serotonergisiin heteroreseptoreinin.   
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8. Pohdintaa 
 
8.1  Mikrodialyysi näytteidenkeräysmenetelmänä 
 
Mikrodialyysimenetelmällä voidaan kerätä pienimolekyylisiä aineita ekstrasellulaari-
tilasta. Sitä voidaan käyttää paikallisesti lähes kaikissa kudoksissa, mukaan lukien 
veri. Keräystä voidaan jatkaa jatkuvana, ”online” , useiden tuntien, jopa päivien ajan.  
 
Kapillaarin asettaminen aiheuttaa vain yhden paikallisen kudosvaurion keräyspaikkaa 
kohden. Sillä voidaan paitsi kerätä, myös annostella kudosvälitilaan endo- tai ekso-
geenisia aineita. Monimutkaista elektroniikkaa tai entsyymejä ei tarvitse implantoida 
kudokseen. Kapillaarin dialyysikalvo estää suuria molekyylejä siirtymästä dialy-
saattiin, joten se 
- suojaa aineita niitä hajottavilta entsyymeiltä 
- esipuhdistaa näytteet 
- siirtää ne ulos elimistöstä analyysejä varten 
- luo esteen elimistön ja näytteen välille bakteereita ja viruksia vastaan. 
 
Keskushermoston välittäjäaineita tutkittaessa on syytä muistaa, ettei dialysaatin pitoi-
suus kuvaa suoraan tutkittavan aineen pitoisuutta synapsiraossa, vaan on mikro-
dialyysikapillaarin recoverysta riippuen tietty osa synapsiraosta soluvälitilaan 
vapautuneesta ainemäärästä. Tähän pitoisuuteen vaikuttavat olennaisesti tutkittavaa 
ainetta synapsiraossa metaboloivat entsyymit sekä aineen takaisinotto presynaptiseen 
neuroniin. 
 
Perifeerisissä kudoksissa histamiinin puoliintumisaika on lyhyt ja metaboliitteja on 
useita.  Plasmanäytteitä tietyin välein otettaessa saattaa huomattavan korkeakin 
histamiinipitoisuuden nousu jäädä huomaamatta liian pitkän otosvälin vuoksi.  Tässä 
suhteessa mikrodialyysi mahdollistaa jatkuvan pitoisuusseurannan valittujen frakti-
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oiden puitteissa: lyhyen fraktiovälin haittana on näytteen pieni histamiinipitoisuus 
perustasolla; toisaalta pidennettäessä fraktioväliä huippupitoisuus laskee ja pitoi-
suuden nousu saattaa ajoittua yksilöllisesti esim. kahteen fraktioon tai jompaan-
kumpaan niistä, jolloin variaatio lisääntyy ja tulosten tilastollinen käsittely vaikeutuu. 
 
 
8.2  Tulosten käsittely ja esittäminen 
 
Heikot ja erittäin voimakkaat vasteet 
 
Sekä ihmis- että eläinkokeissa osa histamiinin vapautumisvasteista on keskimääräistä 
heikompia, osa huomattavasti suurempia.  Molemmat lisäävät variaatiota ja heiken-
tävät nollahypoteesin vastaista tulosta.  Tutkijalle tuleekin helposti kiusaus sulkea 
yksittäinen, poikkeavan suuri arvo pois aineistosta.   
 
Selityksenä poikkeavalle korkealle arvolle voi olla näytteen väärä käsittely, esim. 
verikontaminaatio.  Verinäytteitä käsiteltäessä plasman oikea erottaminen on 
histamiinimäärityksissä tärkeää, sillä basofiiliset valkosolut sisältävät histamiinia, 
joka solujen hajotessa vapautuu ja nostaa näytteen plasmapitoisuutta. Samasta syystä 
dialysaattiin esim. kapillaarin membraanin vioittumisen vuoksi päässeet verisolut 
voivat aiheuttaa poikkeavan tuloksen.  Toisaalta mikrodialyysikapillaari erottaa solu-
välitilasta siirtyneen histamiinin sitä metaboloivista entsyymeistä ja siirtää sen ulos 
elimistöstä suojaten sitä hajoamiselta. Yksittäinen, korkea histamiinipitoisuustulos 
mikrodialyysinäytteessä on tavallinen, eikä useinkaan todettavissa enää seuraavassa 
fraktiossa, varsinkaan jos fraktioiden väli on pitkä.   
Vastaavasti selityksenä matalille histamiinivasteille on esitetty mm. mikro-
dialyysikapillaarin lähellä olevien mast-solujen histamiinigranuloiden tyhjentymistä 
kapillaaria asetettaessa. Kudokseen asettamisen yhteydessä syntyvä kudosvaurio on 
yleisesti ottaen lievä, mutta ymmärrettävästi riippuvainen käytetystä menetelmästä 
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(neula, kanyyli, tylppä sondi), asettajan kokemuksesta ja tarkkuudesta.  Mast-solujen 
histamiinisynteesi on varsin hidasta ja toipuminen vaatii aikaa.  Stabiloitumista 
voidaan arvioida toisaalta mikrodialyysinäytteiden histamiinipitoisuuden laskun ja 
toisaalta toistettujen, histamiinia vapauttavien stimulaatioiden avulla.  Useissa mikro-
dialyysitutkimuksissa kapillaarin asettamisen jälkeen noin tunnin stabiloitumisaika 
riitti histamiinipitoisuuden laskuun perustasolle.  Ihmisen iholla tunti stimulaatioiden 
välillä riitti myös tuottamaan aiemman stimulaation suuruisen vasteen substanssi P:lle 
(18). 
 
Edellä mainituista syistä yksilöiden välinen variaatio on huomattavan suurta ja tilas-
tollisten merkitsevyyksien osoittaminen vaikeaa.  Histamiinin vapautumista selvittä-
vien mikrodialyysitutkimusten tulokset esitetäänkin usein koeyksilöittäin eikä 
keskiarvo- ja keskihajontakäyrinä.  Tämä on lukijan kannalta havainnollista, sillä 
ryhmäkeskiarvot hävittävät vasteista erityisesti yksilöllisen aikavariaation. 
 
Mikrodialyysimenetelmällä saatuja pitoisuustuloksia on syytä käyttää harkiten, sillä 
kapillaarin standardiliuoksessa määritetty saanto, in vitro -recovery -arvo on yksinään 
riittämätön peruste oletukselle, että mitattu dialysaattipitoisuus vastaa myös aineen 
pitoisuutta kudoksessa. In vivo -recovery -määritystä varten on kehitetty menetelmiä 
(3), mutta siihen vaikuttavat tekijät voivat muuttua kokeen aikana.  Usein saadut 
tulokset esitetään suhteellisina konsentraatiomuutoksina olettaen, että in vivo -
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8.3  Kliininen ja tutkimuskäyttö 
 
Mikrodialyysimenetelmän tärkeimmät kliiniset sovellukset ovat kudosten laktaatti- ja 
glukoosipitoisuuksien seurantaan kehitetyt laitteistot, joita käytetään erityisesti 
neurologiassa ja plastiikkakirurgiassa aivojen ja kudossiirteiden verenkierron ja 
metabolian seurannassa. 
 
Menetelmän tärkeä etu on se, että samasta mikrodialyysinäytteestä voidaan esim. 
edellä mainittujen kliinisten parametrien lisäksi määrittää myös muita pieni-
molekyylisiä aineita, kuten histamiinia. 
 
Menetelmän hyödyt painottuvat pitkäaikaiseen seurantaan, sillä varsin pitkä kalib-
rointivaihe rajoittaa sen käyttöä lyhytkestoisissa tutkimusjärjestelyissä. 
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